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基础 研究 


硼酸 盐 缓 冲 液 制备 尿酸 酶 复合 脂 质 体 及 尿酸 酶 的 特 ， 
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摘要 :目的 研究 硼酸 -硼砂 缓冲 液 制备 的 尿酸 酶 -过 氧化 氢 酶 脂 质 体 (BUCLP) 中 尿酸 酶 的 体外 特性 。 方 法 采用 逆向 蒸发 法 制 


备 BUCLP, 并 考察 其 部 分 理化 性 质 特性 。 结 果 BUCLP 中 尿酸 酶 最 适 温度 保持 在 40 ,最 适 pH 值 由 8.5 降 为 8.0, 而 Km 值 也 
由 14.207 pmol/L 降 为 13.623 umoVL; 尿 酸 酶 -过 氧化 氢 酶 (UAC) 与 空白 纳米 脂 质 体 作用 后 ,再 与 FITC 结 合 ,其 荧光 强度 高 于 游 
离 UAC 与 FITC 结 合 的 荧光 强度 , 且 BUCLP 在 280 nm 处 的 荧光 强度 高 于 游离 UAC。 结 论 尿酸 酶 和 过 氧化 氨 酶 联合 制备 成 


BUCLP 后 尿酸 酶 的 活性 增加 。 
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Preparation and characterization of uricase in uricase-catalase liposomes prepared using 


borate buffer 
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Abstract: Objective To characterize the property of uricase loaded in uricase-catalase liposomes (BUCLPs) prepared using 
borate buffer. Methods BUCLPs were prepared using reverse-phase evaporation, and the physicochemical properties of 


uricase in the prepared BUCLPs were examined. Results The optimal temperature of BUCLP and URI was 40 °C, their optimal 
pH values were 8.0 and 8.5, and their Michaelis-Menten constants were 14.207 hmol/L and 13.623 umol/L, respectively. 
Fluorescence intensity of nanoliposome-loaded uricase-catalase that bound to FITC was higher than that of uricase-catalase 


binding directly with FITC; the fluorescence intensity of BUCLP was higher than that of free uricase-catalase at 280 nm. 
Conclusion Uricase activity is enhanced after loading in uricase and catalase liposomes. 
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尿酸 酶 (uricase, URI) 是 生物 体内 味 叭 代谢 途径 中 
的 关键 酶 ,可 以 专 一 性 催化 氧化 尿酸 生成 尿 才 素 .过 氧 
化 氨 等 "。 但 由 于 人 体 缺 乏 尿 酸 酶 ,只 能 将 尿酸 作为 终 
产物 由 肾脏 排出 体外 。 血 液 中 过 量 积累 尿 酸 会 导致 痛 
风 、 高 尿酸 血 症 等 高 尿酸 综合 症状 ~。 在 临床 上 目前 治 
疗 高 尿酸 血 症 的 药物 届 指 可 数 。 尿 酸 酶 在 降 尿 酸 水 平 
时 ,产生 的 过 氧化 所 有 细胞 毒性 ”。 而 过 氧化 氢 酶 
(catalase, CAT) 可 降解 HO0;。 王 娜 等 “研究 尿酸 酶 脂 质 
纳米 粒 , 陈 炎 等 “研制 了 过 氧化 氢 酶 固体 脂 质 纳米 粒 ， 
Yoshimoto 等 “研究 了 葡萄 糖 氧 化 酶 和 过 氧化 氢 酶 复合 
脂 质 体 ,而 本 实验 联合 尿酸 酶 和 过 氧化 氢 酶 制备 的 脂 质 
体 (uricase and catalase liposomes, BUCLP ) ， 目前 尚未 
见报 道 。 将 URI 制 备 成 BUCLP 后 ,最 希望 得 到 的 结果 
是 提高 URI 降 尿酸 能 力 的 同时 降低 过 氧化 氢 的 副作用 ， 
URI 和 CAT 同 时 发 挥 作用 。BUCLP 的 体内 实验 在 其 他 
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文章 中 有 报道 ,本 文 主要 研究 BUCLP 的 体外 性 


吕 


1 材料 和 方法 
1.1 试剂 与 材料 

产 肝 假 丝 醇 母 尿酸 酶 . 牛 肝 过 氧化 氢 酶 . 异 硫 氰 酸 
英 光 素 均 购 自 美国 Sigma-Aldrich 公 司 ; 尿 酸 购 自 英国 
Alfa Aesar 公 司 ; 大 豆 卵 磷 脂 购 自 德 国 Lucas Meyer 公 
司 ; 胆 固 醇 (广州 天 马 精细 化 工厂 ); 其 余 试 剂 均 购 自重 
庆 川 东 化 工 集团 有 限 公司 
1.2 仪器 设备 

RE-52AA 旋 转 蒸发 器 (上 海 亚 荣 生化 仪器 厂 ) ; 
SHZ-D 亚 循环 水 式 真 空 泵 (巩义 市 予 华 仪器 有 限 责任 
公司 );UV-7504 PC 紫外 分 光 光 度 计 (上 海 欣 蔗 仪 器 有 
限 公司 ) ; F-2500 殉 光 光度 计 ( 日 本 Hitachi 公司 ) ; 
DEF-1018 集 热 式 恒温 加 热 磁 力 搅拌 器 (巩义 市 子 华 仪器 
有 限 责任 公司 ) 
1.3 BUCLP 的 制备 

本 文采 用 逆向 蒸发 法 制备 尿酸 酶 -过 氧化 氧 酶 脂 质 
体 "。 称 取 卵 磷脂 和 胆固醇 (摩尔 比 1:1) 溶 于 氯仿 中 ， 
然后 在 旋转 蒸发 仪 上 挥 干 氯仿 ,在 瓶 壁 上 形成 均匀 的 脂 
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质 膜 ,将 脂 质 膜 复 溶 于 乙醚 ,并 加 入 含 尿酸 酶 和 过 和 氧化 
氧 酶 的 50 mmol/L 硼酸 -硼砂 缓冲 液 pH 8.5) ,在 水 浴 型 
超声 仪 上 超声 至 形成 均匀 分 散 体系 。 除 去 此 体系 中 的 
有 机 溶剂 ,最 后 形成 均匀 的 乳白 色 混 悬 液 ,经 0.22 hm 
滤 膜 过 滤 , 即 得 BUCLP。 

1.4 酶 活性 的 测定 

URI 活 性 单位 的 定义 :每 1 min 催 化 1 hmol 底 物 
尿酸 转化 为 产物 所 需 的 URI 的 量 。 具 体 方 法 按照 参考 
文献 5 操作 ,将 20 岂 游离 URI 和 BUCLP 经 过 破 乳 后 
的 上 清 液 ,分 别 加 入 到 pH 8.5 的 硼酸 -硼砂 缓冲 液 洲 解 
的 75 nmol 尿酸 溶液 中 ,然后 在 25 测定 1 min 内 在 
293 nm 处 吸光 度 的 变化 值 。 

1.5 最 适 温度 的 测定 

将 75 hmolL 尿酸 溶液 分 别 在 20.30.40.50.60 和 
70 % 水 浴 中 预 热 10 min 后 ,在 25 % 时 ,分 别 测定 URI 
和 BUCLP 中 URI 的 活性 。 

1.6 最 适 pH 的 测定 

将 pH 6.5.7.0.7.5.8.0.8.5.9.0.9.5 的 尿酸 溶液 在 酶 
的 最 适 温度 条 件 下 预 热 10 min 后 ,测定 URI 的 活性 。 

1.7 米 氏 常数 (Kmy) 的 测定 

在 酶 的 最 适 条 件 下 ,以 50.40.30.20 和 10 pmol/L 
尿酸 溶液 为 底 物 ,按照 酶 活性 测定 方法 ,测定 不 同 浓度 
的 尿酸 在 293 nm 波长 处 吸光 度 的 变化 。 计 算 反 应 速度 
V ,根据 Lineweaver-Burk 双 倒 数 作 图 ,再 计算 URI 和 
BUCLP 的 Km 值 。 

1.8 UAC 与 脂 质 体 膜 作用 的 实验 

分 别 取 URI 和 CAT 的 混合 液 (UAC) 和 空白 脂 质 体 
与 pH 8.5 的 硼酸 - 确 砂 溶解 的 异 硫 氰 酸 关 光 素 (FITC) 溶 
液 混 合 后 , 避 交 孵化 5 min。 在 激发 波长 为 480 nm ,发 
射 波长 500~600 nm 的 条 件 下 ,25 % 恒 温 扫描 其 菊 光 发 
射 图 谱 。 

将 URI 和 CAT 的 混合 液 (UAC) 与 空白 脂 质 体 混合 
均匀 ,在 室温 下 同化 1 hp。 取 此 混 悬 液 与 FITC 溶 液 混合 ， 
然后 在 黑暗 处 哼 化 5 min。 在 激发 波长 为 480 nm,25 %C 
恒温 扫描 其 在 发 射 波 长 500~600 nm 的 荧光 发 射 图 谱 。 
1.9 URI 的 构 效 关系 荧光 图 谱 

取 游 离 URIUAC、BUCLP 经 破 乳 后 的 上 清 液 ,其 
中 URI 的 浓度 均 为 0.1 mg/ml, 然 后 将 UAC 稀 释 6 售 ， 
BUCLP 经 破 乳 后 的 上 清 液 稀释 600 倍 ,在 激发 波长 为 
280 nm, 发 射 波长 为 200~400 nm 条 件 下 ,25 % 恒 温 扫 
描 其 荧光 发 射 图 谐 。 


2 结果 
2.1 最 适 温 度 和 最 适 pH 

BUCLP 中 URI 和 游离 URI 的 最 适 温 度 均 为 40 %C， 
且 从 20 CC 到 60 WC,BUCLP 中 URI 的 活性 均 比 游离 URI 
高 (图 1)。 


120 -URI  —BUCLP 
Ds 

人 @ 100| gt sw 
立 80 导 一 一 一 一 ee 
= ~ 
3 60 
和 40 
怠 
2 20| 

0 2 & 人 . ; 

20 30 40 50 60 70 

TCC) 


1 URI 和 BUCLP 的 最 适 温度 
Fig.l Optimal temperature of URI and BUCLP. 


BUCLP 中 URI 和 游离 URI 的 最 适 pH 值 分 别 为 8.0 
和 8.5, 从 pH 6.5 到 8.0,BUCLP 中 URI 的 活性 较 游 离 
URI 的 活性 高 ,而 从 pH 8.5 到 9.5 时 , URI 的 活性 较 
BUCLP 中 URI 的 活性 高 (图 2)。 
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2 URI 和 BUCLP 的 最 适 pH 
Fig.2 Optimal pH of URI and BUCLP. 


2.2 Km 值 

BUCLP 中 URI 的 米 氏 方程 为 :y=1.3269x+0.0974， 
Via 为 10.267 pmol/L:min, Ks 为 13.623 hmolL; 而 游 
离 URI 的 米 氏 方程 为 :y=1.2186x + 0.0861, Vw 为 
11.641 hmolyL'min,Kww 为 14.207 pmol/L。BUCLP 的 
Kt 比 URI 的 小 ,那么 ,BUCLP 中 URI 与 底 物 尿酸 的 亲 
和 力 比 URI 大 (图 3)。 
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图 3 URI 和 BUCLP 的 米 氏 常数 测定 曲线 
Fig.3 Lineweaver-Burk plot of URI and BUCLP. 
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2.3 URI 与 脂 质 体 膜 作用 实验 结果 

空白 脂 质 体 与 FITC 结 合 后 的 荧光 强度 最 低 , 其 次 
是 空白 脂 质 体 与 游离 UAC 的 混合 液 ,而 游离 UAC 与 
FITC 结 合 后 的 奖 光 强度 最 高 (图 4)。 理 论 上 全 部 的 
UAC 与 FITC 结 合 后 的 奖 光 强度 应 最 强 , 但 是 有 一 部 分 
UAC 与 空白 脂 质 体 结合 ,所 以 与 FITC 结 合 的 UAC 相 
应 减少 ,继而 欧 光 强度 减弱 。 说 明 UAC 与 空白 脂 质 体 
之 间 有 结合 作用 。 


500 s50 600 nm 


图 4 FITC 与 酶 结合 的 荧光 图 谱 

Fig.4 Fluorescence spectrum of FITC combined with 
enzyme. a: Blank liposomes; b: Blank liposomes and 
free UAC:; c: Free UAC. 


2.4 URI 的 构 效 荧光 图 谱 

BUCLP 在 280 nm 处 的 严 光 强度 最 大 ,游离 URI 的 
荧光 强度 最 小 ,而 URI 和 CAT 混 合 液 此 时 的 荧光 强度 
介 于 两 只 之 间 ( 图 5)。 
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图 5 URI 和 BUCLP 在 280 nm 的 荧光 强度 
Fig.5 Fluorescence intensity of URI and BUCLP at 
280 nm. a: Free URI; b: Free UAC; c: BUCLP. 


3 讨论 

本 实验 中 URI 和 BUCLP 中 URI 的 最 适 温 度 均 较 
为 接近 人 体 的 生理 体温 37 %C; 且 较 游离 URI 的 最 适 
pH,BUCLP 中 URI 的 最 适 pH 更 为 接近 人 体 血浆 的 pH 


值 。 在 URI 的 最 适 温度 和 最 适 pH 时 ,BUCLP 中 URI 的 
活性 比 游离 URI 高 。 酶 的 理化 性 质 及 稳定 性 与 温度 和 
pH 密切 相关 。 酶 在 其 最 适 温 度 和 最 适 pH 时 ,活性 最 
高 , 酶 促 反 应 速度 最 快 。 说 明 BUCLP 较 游离 URI 更 能 
有 效 发 挥 酶 促 反 应 。 但 是 最 适 pH 发 生变 化 的 可 能 是 
BUCLP 中 URI 受 CAT 或 者 脂 质 体 的 影响 ,使 URI 的 构 
象 等 发 生变 化 ,活性 中 心 暴露 ,最 后 导致 URI 的 最 适 pH 
和 活性 发 生变 化 。 

从 Km 测定 结果 看 ,BUCLP 中 URI 与 尿酸 的 亲 和 
力 比 游离 URI 大 。 而 Km 值 是 酶 的 特征 性 常数 ,只 与 酶 
的 性 质 酶 所 催化 的 底 物 和 酶 促 反 应 条 件 ( 如 温度 、pH、 
有 无 抑制 剂 等 ) 有 关 。 本 实验 有 可 能 是 BUCLP 中 URI 
的 最 适 pH 发 生变 化 ,导致 Km 发 生变 化 。 

本 实验 利用 FITC 能 与 蛋白 质 中 氨基 酸 (主要 是 赖 
氮 酸 ) 结 合 的 原理 " ,将 FITC 与 URI 和 CAT 结 合 ,从 而 
使 URI 和 CAT 带 有 一 定 的 荧光 。 通 过 奖 光 强度 发 生变 
化 来 考察 URI 和 CAT 能 和 否 与 脂 质 体 膜 作 用 。 最 后 结果 
表明 ,URI 和 CAT 能 脂 质 膜 内 外 结合 。 

因为 酷 氨 酸 在 280 nm 处 有 特征 的 荧光 吸收 峰 阅 ， 
含 酯 氨 酸 的 蛋白 质 类 物质 在 280 nm 均 有 特征 吸收 峰 。 
所 以 URI 和 CAT 均 在 280 nm 有 特征 吸收 峰 。 但 是 可 能 
是 过 氧化 氨 酶 中 含有 的 酷 氨 酸 残 基 比 尿酸 酶 的 多 ,导致 
CAT 在 280 nm 处 的 荧光 强 很 大 。 所 以 本 实验 将 UCA 
和 CAT 混 合 液 稀释 6 售后 ,测定 其 到 光 强 度 , 仍 比 UCA 
大 。 而 BUCLP 的 上 清 液 稀释 了 600 售 ,其 在 280 nm 处 
的 这 光 强 度 仍 比 UCA 大 。 也 可 能 是 由 于 在 URI 制 备 成 
BUCLP 后 ,URI 受 到 CAT 或 者 脂 质 体 膜 的 作用 ,其 构象 
发 生变 化 ,导致 其 严 光 强度 发 生变 化 。 但 是 具体 是 哪 种 
情况 导致 交 光 强度 发 生变 化 的 原因 还 需要 深 一 步 进 行 
实验 。 

因此 ,尿酸 酶 与 过 氧化 氧 酶 制备 成 脂 质 体 后 增加 了 
尿酸 酶 的 体外 活性 ,为 进一步 研究 尿酸 酶 和 过 氧化 氢 酶 
复合 脂 质 体 的 体内 实验 黄 定 了 基础 。 
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